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上 海 四 膜 虫 和 两 株 嗜 热 四 膜 虫 的 rRNA 基因 ІТЅ – 1 
序列 及 分 子 系 统 关 系 
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МЕ. 测定 并 比较 了 自 接 型 的 上 交 四 膜 虫 (了 etrahymena зістеһаіетізіі) 和 两 株 接合 型 的 哮 热 四 膜 虫 
(Т.1Һеторћіа ПЖ Т.іЙеплоріша М) #9 175-1 Ж]. Ш 0 Е. ( белог роутогрігих) 为 外 来 群 ， 利 用 
НЕЕ ЕНН ГЕНО СЕТ. ӘНІНІҢ, В, Т. shanghurienists 较 早 地 从 宜 先 种 中 分 化 出 


来 ; 自 接 型 可 能 是 一 种 较 接 全 型 原始 的 生殖 方式 - 
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四 膜 虫 (Tetrahymena ) 是 一 种 单 细胞 真 核 生物 . 
属于 纤毛 门 (Ciliophora) 寒 膜 纲 (Oligohymenophorea) 
的 膜 口 目 (Hymenostomatida) , 体 纤毛 均匀 分 布 , 口 器 
为 典型 的 “四 膜 结构 "( 左 缘 有 3 片 小 膜 , 右 缘 有 1 片 
波动 膜 )。 它 是 研究 核 酶 ,细胞 凋 亡 及 生物 进化 等 方 
面 的 良好 模式 生物 ,有 着 重要 的 分 子 生 物 学 研究 前 
Ж ( Сесһ, 1986; 2 Ё # ЯР, 1996; Bernhard & 
Schlegel,1998)。 在 四 膜 虫 接合 生殖 方式 中 存在 着 
外接 型 (slefer) 和 接合 型 (mating type ) 两 种 方式 。 接 
合 型 四 膜 虫 必须 通过 有 性 生殖 过 程 才 能 传代 :而 自 
接 型 四 膜 虫 不 通过 有 性 生殖 过 程 也 能 产生 健康 后 代 
{ 汉 苏 莲 等 ,1988; 陈 阅 增 等 ,1982) ,而 且 野 生 的 自 接 
型 四 膜 虫 在 自然 界 普遍 存在 。 因 而 对 自 接 型 的 存在 
意义 以 及 与 接合 型 间 的 系统 进化 关系 进行 研究 是 十 
分 有 意义 的 。 

转录 间隔 区 1(first internal transcribed spacer， 
ITS - 1) 是 rRNA 基因 中 位 于 185 和 5.8S rRNA 间 
的 中 度 保守 序列 ,被 认为 是 研究 包括 原生 动物 在 内 
的 多 种 生物 种 内 和 种 间 系 统 发 育 关 系 的 理想 的 分 子 
标记 (Pleyte et а/., 1992; Schlotterer et al., 1994; 
Benjamin & Robert, 1997), 但 尚未 见 到 将 其 用 于 
膜 虫 间 系 统 发 育 研 究 的 相关 报道 。 本 文 在 测 得 自 接 
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型 的 上 海 四 膜 虫 {7T., shanghaienisis ) 和 两 株 接合 型 的 
П ЧД ТВ ( Т. глегторћШа ПП Т.іІШегторһйа М) 
的 rRNA ITS -1 序列 的 基础 上 ,分 析 了 三 者 的 系统 
发 育 关系 ,并 针对 四 膜 虫 的 自 接 型 和 接合 型 两 种 生 
确 方 式 的 进化 问题 进行 了 重点 讨论 . 


1 材料 与 方法 


1.1 样品 采集 

ЕЗ АЯ 5 (7. shanghaienisis ) 和 两 株 哮 热 呀 
膜 虫 (TT. thermophita 下 和 Т. Һегторһйа М) 均 为 
北京 大 学 生命 科学 学 院 惠 赠 ， 培 养 方 法 参见 陈 阅 增 
等 (1982)。 作 为 外 来 群 的 多 态 喇叭 虫 { Stentor 
polymorphrus) 采 自 武汉 东郭， 样品 分 离 方法 参见 
张 锡 元 等 (2000)。 


1.2 总 DNA 提取 
参见 张 锡 元 等 (2000). Ома 溶 于 超 纯 水 中 ， 
-20С< ЖЕН 


1.3 ITS -1 片段 的 PCR 扩 增 及 序列 分 析 

РСК 扩 增 所 用 引物 为 :forward primer: - 5” СТТ 
ССС СТТ САА ССА ССА АТТ С 3” ;reverse ргітег; 
-SS ССС АТТ ТСС СТС ССТ ТСТ ТС 3”( Benjamin 
& Robert,1997) ,它们 分 别 对 应 于 18S rDNA 057 
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ЖІ 5.85 rDNA Н) 3 "保守 序列 。PCR 反应 体积 为 25 
4L, 有 反应 条 件 为 94C 1 min,50 0.5 min,72%C 1.5 
min, 共 35 个 循环 。 反 应 前 94 各 预 变性 10 min ,反应 
后 729 16 10 тіп. PCR 产物 用 Glassmilk{ Biostar) 
纯化 回收 ,连接 到 Т-Уесіогі Promega 上 ,再 转化 到 
Ecof .Top10F! 中 ,用 于 测序 、 测 序 在 ABI prism377 
自动 测序 仪 上 完成 ， 

ITS -1 片段 的 DNA 序列 用 DNAtools 1.05 结合 
人 工 进行 排序 1alignment), 用 PHYLIP3.5e 中 的 
DNApars 以 最 太 简 约法 和 Neighbor 以 邻接 法 1 先 以 
DNAdist 生成 遗传 距离 矩阵 构建 系统 树 ,系统 树 用 
100 次 Bootstrap 重 抽样 统计 评价 各 支 的 置信 度 . 


果 


序列 分 析 
所 扩 增 片段 的 DNA 序列 数据 列 于 图 1、 上 海 
四 膜 虫 和 两 株 嗜 热 四 膜 虫 的 ITS -1 区 ,及 183rDNA 


жі 


次 
2 & 


2.1 


的 5 端 和 5.8SrDNA 的 3' 端 的 部 分 序列 共计 #7 
420 bp, 而 外 来 群 多 态 喇 叭 虫 的 仅 为 296 bp, 有 着 明 
显 的 差异 。 尤 其 表现 在 ITS - 1 区 ,上 海 四 膜 虫 和 两 
株 嗜 热 四 膜 虫 的 ITS - 1 区 序列 分 别 为 172 .169 和 
169 bp ,而 多 态 喇 叭 虫 的 仅 为 74 bp。 这 3 种 四 膜 虫 
的 18SrDNA 部 分 都 为 221 bp, 只 有 5 个 位 点 发 生 碱 
基 取 代 , 而 相互 间 序 列 的 差异 主要 在 ITS - 1 区 ,和 缺 
失 和 插入 位 点 有 3 个 ,取代 位 点 有 13 п. ЖФА 
为 6 个 ,转换 为 7 个。 彼此 间 的 变异 百分数 和 碱 基 
差异 数 见 表 1. 
2.2 系统 发 育 树 

用 于 邻接 法 建树 的 遗传 趾 离 列 于 表 2， 由 邻接 
法 和 最 大 简约 法 构建 的 系统 发 育 树 如 图 2。 两 种 方 
法 得 到 的 系统 树 的 拓扑 结构 基本 一 致 ， 且 Bootstrap 
验证 系统 树 各 支 都 有 很 高 的 支持 率 ， 说 明 系 统 关 系 
的 可 信和 度 较 高 。 


上 海 四 膜 虫 和 两 株 哮 热 四 膜 虫 的 遗传 变异 度 和 碱 基 差 异 数 


Table 1 Nucleotide sequence divergence among 7. shanghaiensis, two strains 


of 7 .thermophila 


Т. hanghateniss 
Т. злапрћаіепіях == 
T ,thecmuphila 1) 15 56. 6. 3) 
Т.ІЛесторлШа “| 15 (6. 6. 3) 





Т .!Легторша (1 T .thermophila М 
8 721% 8.721% 
ее 1,183% 
2 (2. 0, 0) т 


对 角 线 上 为 遗传 变 异 鹿 百 分 比 ; ВЕТ 9. ЗНУ Е, ЖАНЫН 
Ж (регеешаде Шуегдепсе іе abhnye the diagonal; the number of uucteotide differences iucluding 
substiluliog, trinaversion шиі deletion вте beluw the diagonal)- 





Ж2 上海 四 膜 虫 、 两 株 财 热 四 膜 虫 和 多 态 喇叭 虫 间 的 遗 心 距离 
Table 2 {enetic distances among T ,shanghaiensis, two strains of T. thermophila and outgroup 
5 .роіутогрћгиѕ 
Т .«Лесторша 1 Т.1Лесторша М Т shanghaentss $. роѓупютрћгих 
T .thermophrie ПІ 0 0000 0.0024 0.0451 0.3517 
Т.ІЛестәршіп М 0 0024 0.0000 0.0425 0.3517 
Т. shanghriensts 0.0451 0.0425 0.0000 0.3353 
5 роіутогрћлиѕ 0.3517 0.3517 0.3353 0.0000 
3 Ф 速率 较 慢 ,影响 了 在 复合 种 内 运用 的 分 辩 率 ,而 且 他 
们 的 研究 对 象 中 没有 自 接 型 的 四 膜 虫 。 被 选 作 外 来 
зі 上 上 海 四 膜 虫 _ 嗜 热 四 膜 虫 工 、 嗜 热 四 膜 虫 区 群 的 多 态 喇 叭 虫 属 旋 毛 纲 (Spirotrichea) ,在 SSrRNA 
和 多 态 喇 叭 虫 间 的 系统 发 育 关系 


КЕЛЕ ЛАЛЕЯП ЗАЛДЫ УІНЕ 
态 结 构 完 全 一 致 , 过 去 同属 于 各 型 四 上 膜 忠 
(Т. ругјогті ) 复 合 种 ( 汉 藉 莲 等 ,1988) ,因而 缺乏 用 
于 系统 发 育 研究 的 形态 标记 。Preparata et al. 
(1989) 利 用 IDNA 中 转录 区 (55 ,5.85.285 ЖІ 175) 
研究 了 四 膜 虫 间 的 系统 发 育 关系 ,由 于 转录 区 进化 


和 Hs 基因 系统 树 中 都 比 四 膜 虫 所 属 的 窜 膜 纲 早 从 
纤毛 虫 宜 先 种 中 分 化 出 来 (Strider-Kypke, 2000: 
Вегпһага & Sehlege,I998 ) , 而且 Јоһаѕоһ 1990) 对 天 
蓝 喇 叭 虫 ( Stentor coeruleus ) 和 四 膜 虫 等 纤毛 虫 的 
LSrRNA 系统 发 育 关 系 进行 的 研究 表明 ,喇叭 虫 处 在 
比 四 膜 虫 更 原始 的 地 位 。 我们 利用 ITS -工区 序列 
ЕА, ЕЧ В РЕР ЖАН 
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185 
Т. гћегторћііа ll СТТССССТТС ААССАССААТ ТССТАСТААС ТОСААСТСАТ САССТТОСОТ ТСАТТАТСТС 
了 гћегторћіЈа У GTTCCCCTTG ААССАССААТ ТССТАСТААС ТОСААСТСАТ САССТТОСОТ ТСАТТАТСТС 
了 ѕһапкһагепіѕіѕ GTTCCCCTTG ААССАССААТ ТССТАСТААС ТОСААСТСАТ САССТТОСОТ ТСАТТАТСТС 
5. роіутогрћгиѕ ОТТССССТТС ААССАССААТ ТССТАСТАЛА СОСААСТСАТ САССТТОСАТ ТСАСТАССТС 
185 
ССТОССОТТТ СТАСАСАССС СССОТСОС-Т ТОТАСТАА-- -ССААТОСТС ТОСТСААССТ 
ССТОССОТТТ GTACACACCG СССОТСОС-Т ТОТАСТАА-- -ССААТССТС ТОСТСААССТ 
ССТОССОТТТ GTACACACCG СССОТСЫС-Т ТОТАСТАА-- -ССААТОСТС TGGTGAACCT 
ССТОСССТТТ СТАСАСАССС ССТОТСОСТТ ССТАСССАТТ ТССАСТСАТС АССТСААССС 
185 
ТСТССАСТСС GACAGCAATG ТТОСССАААА АТААСТАААС ССТАССАТТТ ОСААСААСАА 
ТСТССАСТСС GACAGCAATG ТТССССАААА АТААСТАААС ССТАССАТТТ GGAACAACAA 
ТСТССАСТСТ СССАССААТС СТАСССАААА АТААСТТААС ССТАССАТТТ ССААСААСАА 
ТССССАСТСТ ССССОСААСС GTT-GGGAAG TTGAGTAAAC СТТАТСАСТТ АСАССААССА 
1885-----54-----ТТ5-1 
СААСТССТАА СААССТАТСТ GTAGGTGAAC CTGCAGATGG АТСАТТААСА СААТТААСАА 
СААСТССТАА СААССТАТСТ СТАССТСААС CTGCAGATGG АТСАТТААСА СААТТААСАА 
СААСТССТАА CAAGGTATCT СТАССТСААС CTGCAGATGG АТСАТТААСА СААТТААСАА 
СААСТСОТАА СААССТАТСТ GTAGGTGAAC CTGCAGATGG АТСАТТ---- ---------- 
ІТ5-1 
АССТТААСТТ АТСТАСТТТС СААСАСААСТ ТСССТТТТСТ ТСОАССТТТТ АТТОТСАСАС 
АССТТААСТТ АТСТАСТТТС СААСАСААСТ ТСОСТТТТСТ ТССАССТТТТ АТТОТСАСАС 
АССТТААСТТ АТСТАСТТТТ СААСТТТАТТ ТСССТАААСТ ТСААССТСТТ АТТОТСАСАС 
i ААС--АС Л10С---АС- ---------- ------АТАА 4--------- 
ITS-1 
СТАОТОТОАА Т-АААААТТТ ТТСАТАТОТС TGAGATCTOG ATAACATCCA АА--АССАДА 
СТАОТОТОАА Т-АААААТТТ ТТСАТАТОТС TAAGATCTGG АТААСАТССА АА--АССАЛА 
СТАСТОТОАА ТТАААААТСС ТТСАТАТОТС ТААСАТСТСС АТААСАТССА АААААССААА 


175-1---->---5.85 
-АСАЛААТТТ ТСААСССТСС АТАТСТАООТ ТССССТСАСС АТСААСААСС CAGNGAAATG Сб 
-АСАЛААТТТ TCAACGGTGG АТАТСТАООТ ТССССТСАСС ATGAAGAACG САСССАААТС Сб 
-АСААААТТТ TCAACGGTGG АТАТСТАСОТ TCCCGTGACG АТСААСААСС САСССАААТС CO 
ТТТТААААСС ТСАСССАТСС АТАТСТССОС ТТТСОТААСО АТСААСААСО САСССАААТС CG 


图 1 Е РОЗАГА ИНА В ІТ – ЕСЕТА Я 
Fig.f Alignment of ITS - 1 rDNA sequences of 7T.shanghatensis ,two strains of Г. еғторішо апа 
outgroup $ .poiypuorpPrus 


Тоһеғторйна 11 Т fhermuphrta 11 
99 995 
Тіһегторіна Х1 Т үЙектерінім АІ 
99 100 
Т hunghatentsrs Тайелаблентыл 
5 гоһтуғрһғиу Зраһттоуриғыз 
А В 


图 2 ЯФЕТ (АЗАА ТОРА (ВЕН 3 ҒЫНЫҢ 41% БТА ЖЕТЕН 
Fig.2 Тһе phylogenetic trees of Т. shanghatersrs .two strains of Г. thermaphila апі outgroup 
S .potymorphrus using М) (А) апа maximum parimony (В) method inferred from small subunit 
ribosomal RNA aetfuences 
各 分 支 上 的 数值 为 经 100 次 hootstrap 后 的 置信 和 度 值 (the number ай the nodes гергезепі the bootstrap percentages of 100). 
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ПН ТАО Е, АЛЕ П А У Ж 
为 一 个 分 类 单元 ,远离 外 来 群 。 说 明 上 海 四 膜 虫 相 
对 于 另 两 种 嗜 热 四 膜 虫 来 说 可 能 较 早 地 从 诅 先 种 中 
分 化 出 来 ,较为 原始 。 从 三 者 间 的 遗传 距离 ,ITS 序 
列 的 变异 度 中 都 可 看 出 上 海 四 膜 虫 与 两 种 嘲 热 四 膜 
虫 间 有 着 明显 的 差异 .而且 比较 两 两 间 碱 基 的 转换 
和 丰 换 值 可 以 发 现 , 上 海 四 出 虫 与 哮 热 四 膜 虫 厂 和 
嗜 热 四 碟 虫 可 都 各 有 6 次 碱 基 的 转换 和 站 换 ,而 嗜 
лың ПЕНЗА ИАА 2 次 转换 ,这 不 
(АНЕ Ж Е ВЦ Мн АО АБЕН ЗЕ 
异 以 转换 为 主 , 而 且 可 认为 这 种 与 高 等 哺乳 动物 相 
同 的 变异 方式 (Clar & Wolstenholme,1985) 代 表 了 
进化 中 的 一 种 进步 趋势 。 
32 自 接 型 四 膜 虫 与 接合 型 四 膜 虫 间 的 进化 关系 
ЕШон & Сгисһу( 1952) .Nanney(1953) 认 为 一 切 
自 接 型 四 辜 虫 都 不 能 通过 有 性 生殖 过 程 产 生 健康 后 
代 ,Elliott(1973) 还 认为 , 自 接 型 四 膜 虫 接合 产生 的 
后 代 不 能 存活 这 一 特性 是 四 膜 虫 种 群 排 除 不 稳定 的 
自 接 型 的 一 种 途径 。 而 陈 阅 增 等 (1982) 对 上 海 四 膜 
虫 的 自 接 细胞 学 过 程 的 研究 表明 ,该 种 自 接 型 四 膜 
虫 的 接合 后 体 、 大 核 系 . 亚 大 核 系 都 能 正常 地 生长 繁 
殖 , 而 且 其 后 代 仍 能 保持 自 接 型 特性 ,并 初步 推测 自 


接 型 是 四 膜 虫 中 一 种 较 原 始 的 生殖 方式 。 高 崇明 等 
(2000) 对 上 海 四 膜 虫 有 小 核 细胞 和 无 小 核 细胞 间 生 
殖 过 程 的 观察 发 现 ,在 两 者 间 也 存在 胞 质 配 合 的 现 
象 ,并 认为 这 种 现象 可 能 与 自 接 型 有 关 , 进 一 步 指出 
纤毛 虫 自 接 型 比 接合 型 可 能 更 原始 ,进化 地 位 更 低 。 
我 们 由 ITS - 1 序列 分 析 得 出 的 上 海 四 膜 虫 比 两 种 
暑热 四 膜 虫 原始 的 结论 ,在 从 分 子 水 平 上 为 自 接 型 
较 接合 型 进化 地 位 低 提 供 一 定 佐证 的 同时 ,也 启发 
我 们 在 丰富 研究 对 象 (增加 其 他 自 接 型 和 接合 型 四 
жағ) .扩大 信息 其 (加 上 进化 速率 同样 较 快 的 
ITS2 区 ,寻找 与 四 膜 虫 自 接 型 和 接合 型 有 直接 关系 
的 基因 ) 的 基础 上 进行 四 膜 虫 自 接 型 和 接合 型 间 进 
化 关系 ,及 自 接 型 存在 意义 的 研究 ,将 不 失 为 一 条 新 
的 途径 ,而 且 也 可 以 以 此 分 析 揭示 上 海 四 膜 虫 有 小 
核 .无 小 核 间 的 系统 发 育 问题 和 所 涉及 的 细胞 油 亡 
等 问题。 
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ТСЕ -8 在 小 鼠 胎 盘 中 的 表达 
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摘要 ， 利 用 原 位 杂交 和 免疫 组 化 的 方法 对 小 鼠 胎 盘 中 的 TGF В (tansform growth factor-B) mRNA 和 蛋白 质 
进行 检测 ， 结 果 显 示 : 在 姓 媒 第 7.5~9.5 天 .TCF -8 主要 在 子 窜 晓 膜 中 表达 ， 而 且 表 达 逐 渐 增 强 。 说 明 这 一 
时 期 TCF -PB 的 作用 主要 是 控制 洲 养 层 细 胞 的 侵入 、 这 种 控制 是 通过 对 PA (plasminogenin activotor) 和 MMP 
(matrix metalloproteinase) 两 类 主要 的 细胞 外 蛋白 水 解 酶 的 捉 制 作用 来 实现 的 。 到 妊娠 10.5 ХЫ, КЖЕБЯШ 
明显 表达 TGF В mRNA 和 和 蛋 白质 .这 与 其 功能 的 转换 是 一 致 的 。 因 为 此 时 的 滋养 层 巨 细胞 体积 变 大 ,停止 增 
殖 ， 其 功能 也 从 侵 人 型 向 内 分 泌 型 转换 。 海绵 滋养 层 细胞 从 第 9.5 天 开始 表达 TCF - В mRNA、 而 TCF -抗原 
从 第 10.5 天 开始 出 现 ， 311.5 - 12.5 Ж. TCF -8 mRNA 的 表达 达到 最 高 ， 此 时 的 TGF -的 作用 是 调控 胎儿 
血管 的 形成 。 另 外 ，TGF - 日 对 免疫 系统 有 强烈 的 捉 制 作用 ， 妊 娠 中 后 期 海绵 滋养 层 细 胞 可 能 通过 大 量 表达 ТСЕ 


-8 以 调节 局 部 免疫 ， 避免 母 体 对 胎儿 的 免疫 排斥 - 
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转化 生长 因子 - В 《TGF - В) 是 一 种 多 功能 的 
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细胞 因子 ， 与 细胞 的 生长 、 分 化 和 免疫 调节 有 着 密 


ЖЕЛІН, ЧНО/ЖКЖЕБЖЕЯҒЕЛІН. "9737. ФЕ” ЖІ “ШІМ ге” ЯН 
СЖ Л, ШЕ; 010-62588461, А: 010- 62588461, Е-тай: ，Duyx@panda.ioz ,ac ,cn 





УАУ 


{上 接 第 268 页 ) 





даа 


Phylogenetic Relationships атопр Tetrahymena shanghaienisis апа two Strains 
of Теғғаһутепа thermophila Inferred from ITS-1 Sequences 
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YU Yu-He SHEN Yun-Fen 


( іше of Hydrobiology, (һе Chinese Асайету of Sciences, Шићап 430072. Спа) 


Аһвітасі: Phylogenetic 
slrains of Tetrahymena (і.е. Т. shanghaienisis, Т.1һ- 
ermophila П апа Т.гћегторћйа М) жеге investigated 
using sequences of the first internal transcribed spacer 
region {ITS-1) of ribosomal РМА (rDNA). Amoplified 
rDNA sequences consisted of 221 bases of the flanking 


relationships among three 


185 апа 5.85 теріопв. апа ће entire ITS-] region 
(169 ог 172 bases ) There меге 5 variable bases a- 
mong three strains іп Ше 185 region and 16 variable 


bages іп the ITS-1 region. Тһе affiliation of them were 
assessed using both Neighbor-joining {NJ} апд maxi- 
mum рагзітопу (МР) analyses. Variations do exist іп 
the phylogenies created by Ше two methods ，However， 
1ће basic tree topologies аге consistent .In both е NJ 
апа MP analyses, 7,shanghaienisis diverge from the 
ancestor of Tetrahymena earlier than 7. thermophila 11 
апа 7. гһегторћа УІ, which show (һа! the selfer 
might be primitive. 


Key words: Теғаһутепа; Phylogenetic relalionships; ІІ8-| region; Selfer; Mating type 


